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Description Tecnica de la Invention 

Metodo para inducir la proliferacion neovascular y regeneracion tisular 
mediante el uso del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). En 
particular, un metodo para la induccion localizada de la proliferacion neovascular y 
regeneracion tisular in vivo en mamiferos mediante el uso del VEGF. 

Campo Tecnico de la Invention 

La presente invencion se refiere a un metodo para estimular la 
revascularization y regeneracion tisular. 

Estado de la Tecnica 

La cardiopatia isquemica es la principal causa de morbi-mortalidad. El 
impacto epidemiologic© y economico social de la enfermedad coronaria es notable. 
En el ano 1990 esta patologia causo alrededor de 6,3 millones de muertes en todo el 
mundo. Ver Murray, et aL, Lancet, 349:269-276 (1997). Los paises subdesarrollados 
se ven particularmente afectados por esta patologia, mostrando un exceso relativo del 
70% con respecto a los paises desarrollados. Ver Reddy, et aL, Circulation, 97:596- 
601 (1998). En la Argentina, es la primera causa de mortalidad con una incidencia 
aproximada de 30%, que tiende a mantenerse estable desde 1980. En el grupo etario 
mayor de 65 aiios esta tasa llega casi al 40%. Ver Programa de Nacional de 
Estadisticas de Salud, Serie 5, Num. 38 (1994). 

A pesar de los avances recientes en la prevencion y tratamiento de la 
cardiopatia isquemica, existen muchos pacientes que continuan sintomaticos y que no 
pueden beneficiarse con la terapeutica convencional. La administracion de factores de 
crecimiento que promueven la neoformacion vascular, como los factores de 
crecimiento fibroblastico (FGFs) y el VEGF, aparece como una alternativa nueva y 
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angiogenesis terapeutica. Ver Henry, B. M. J., 575:1536-1539 (1999). \^ 
El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una proteii 



producida por celulas del musculo esqueletico, musculo liso, celulas del cuerpo lute< 
celulas tumorales, fibroblastos y miocitos cardiacos. El VEGF, a diferencia de otros 
factores de crecimiento, es secretado por la celula que lo produce. Ver Thomas, J. 
Biol Chem, 277:603-606 (1996); Leung, et al, Science, 246:1306-1309 (1989). En 
tejidos no malignos, el gen de VEGF humano se expresa en cuatro isoformas 
secundarias al splicing alternativo post-transcripciorial, produciendo proteinas con 
diferente cantidad de aminoacidos. Al presente, se conocen proteinas VEGF de 121, 
165, 189 y 206 aminoacidos, con un peso molecular que varia de 34 a 46 kD. Ver 
Tischer, et al, J. Biol Chem. f 266:11947-11954 (1991); Ferrara, et al, J. Cell 
Biochem., 47:211-218 (1991). 

Los receptores especificos para VEGF son VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 
(KDR/flk-1) y VEGFR-3 (flt-4). Ver De Vries, et al, Science, 254:989-991 (1992); 
Terman, et al, Biochem. Biophys. Res. Commun., 757:1579-1586 (1992); Gallant, et 
al, Genomics, 73:475-478 (1992). Debido a la localization de estos receptores, 
aparentemente predominate en celulas endoteliales, el VEGF ha sido descrito como 
especificamente selectivo para estas celulas. Se ha planteado la inactividad del VEGF 
sobre celulas no endoteliales. Ver Jakeman, et al, J. Clin. Invest, 59:244-253 (1992); 
Ferrara, et al, Endocr. Rev., 1 5:4-25 (1997); Thomas, et al, supra (1996). 

La administration de VEGF con fines terapeuticos representa un desafio 
importante. El VEGF puede ser administrado como proteina recombinante (terapia 
proteica) o transfiriendo genes que lo codifican (terapia genica). Ver Safi, et al, J. 



Mol Cell Cardiol, 29:2311-2325 (1997); Simons, et al, Circulation, 702:E73-E86 



La terapia proteica presenta desventajas relevantes. La vida media ultracorta 
de la proteina condiciona la terapia al uso de dosis altas o repetidas para conseguir el 
efecto terapeutico. Ver Simons, et al, supra (2000); Takeshita, et al, Circulation 
90:11228-234 (1994). Se ha comprobado que la administracion endovenosa de altas 
dosis de VEGF proteico produce hipotension refractaria grave. Ver Henry, et al, J. 
Am. Coll. Cardiol, 31.65A (1998); Horowitz, et al, Arterioscl Thromb. Vase. Biol, 
77:2793-2800 (1997); Lopez, et al, Am. J. Phisiol, 273:H1317-1323 (1997). Para 
evitar los problemas relacionados con la terapia proteica, se ha descrito el uso de 




(2000). 



terapia genica con ADN genomico codificante para VEGF. Ver Mack, et al, 
Thorac. Cardiovasc. Surg., 775:168-177 (1998); Tio, et al, Hum. Gene The: 
70:2953-2960(1999). 

La terapia genica puede compararse con un sistema de liberacion prol§)§ 
de componentes activos. El gen que codifica para el agente inductor de intake: 
transportado hacia el interior de la celula en vehiculos llamados vectores (plasmKf^ 
virus, liposomas). La maquinaria celular especializada en la sintesis de proteinas es la 
encargada de la production y liberacion sostenida y localizada del producto final. Ver 
Crystal, Science, 270:404-410 (1995). Ademas, es importante aclarar que el producto 
es sintetizado por un periodo de tiempo finito, de aproximadamente dos semanas. 
Segun estudios experimentales, la expresion sostenida durante este tiempo limitado es 
necesaria y suficiente para desencadenar el proceso angiogenico. Basandose en estas 
ventajas, varios grupos han estudiado los efectos terapeuticos de la terapia genica con 
factores angiogenicos en modelos de isquemia central y periferica obteniendo 
resultados positivos. Ver Magovern, Ann. Thorac. Surg., 52:425-434 (1996); Mack, et 
al, supra (1998); Tio, et al, supra (1999); Walder, et al, J. Cardiovasc. Pharmacol, 
27:91-98 (1996); Takeshita, et al, Lab. Invest, 75:487-501 (1996); Mack, et al, Gen. 
Vase. Surg., 27:699-709 (1998); Tsurumi, et al, Circulation, 94:3281-3290 (1996). 
La terapia genica ha demostrado conseguir el efecto deseado sin los inconvenientes 
relacionados con la terapia proteica. La terapia genica adenoviral posee un alto riesgo 
de reaction inflamatoria o inmune sistemica, mucho mayor en dosis repetidas. Esto 
representa una limitation importante para este tipo de terapia. Ver Gilgenkrantz, et al, 
Hum. Gene Ther., (5:1265-1274 (1995); Dewey, et al, Nat. Med., 5:1256-1263 (1999); 
Werston, et al, J. Virol, 72:9491-9502 (1998); Hollon, Nat. Med., 6:6 (2000), Chang, 
et al, Nat. Med, 5:1143-1149 (1999); Byrnes, et al, J. Nerosci., 7(5:3045-3055 
(1996). Segun datos disponibles actualmente, la terapia genica plasmidica no posee 
estos inconvenientes, siendo mas segura y permitiendo administraciones multiples. 
Ver Simons, et al, supra (2000). 

La administration sistemica de VEGF se ha asociado con el riesgo potencial 
de inducir angiogenesis no deseada en tejidos perifericos. Ver Folkman, Nat. Med., 
7:27-31 (1995); Liotta, et al, Cell, 64:327-336 (1991); Lazarous, et al, Circulation, 
94:1074-1082 (1996); Ferrara, Breast Cancer Res. Treat., 36:127-137 (1995); Ferrara, 
Lab. Invest., 72:615-618 (1995); Aiello, et al, N. Eng. J. Med., 357:1480-1485 
(1994); Adams, et al, Am. J. Ophthalmol, 775:445-450 (1994); Inoue, et al, 



Circulation, 95:2108-2116 (1998); Simons, et al, supra (2000). Con respect^ Wla \0 /Sfl 
especificidad de sitio y al menor riesgo de exposition sistemica, se discute cuar^^^^J^^^W-' 



de terapia es mas eficaz. Estos efectos probablemente dependan mas de la yAj0^e^ :a ^' 
administration que de la naturaleza del tratamiento. Se ha sugerido ^^W a ^)^ 
5 administracion local disminuye el riesgo de angiogenesis periferica no desead^Kb^ ^S^Jv 
Simons, et al, supra (2000). 

Al presente, solo se ha demostrado que el VEGF induce la angiogenesis de 
vasos sin capa muscular lisa in vivo, Ver Mack, et al, supra (1998); Tio, et al, supra 
(1999). Es mas, se ha postulado que el VEGF inhibe la neoformacion de musculo liso 

10 vascular. Ver Asahara, et al, Circulation 97:2793-2801 (1995). El musculo liso 
cumple un rol muy importante en la regulation de la funcion vascular. Su presencia en 
la tunica media de los vasos representa una ventaja adaptativa, ya que participa en la 
regulation del tono vasomotor. El musculo liso vascular mantiene un tono vascular 
basal y permite la autorregulacion del mismo frente a variaciones de flujo y presion. 

15 Se ha postulado que la ausencia de capa muscular lisa esta relacionada con el colapso 
de los vasos. Ver "Angiogenesis and Cardiovascular Disease", Ware, Ed., (Oxford 
University Press Inc., New York, EE.UU., 1999), pp. 258-261. 

El infarto agudo de miocardio es la consecuencia de la enfermedad coronaria 
con peor pronostico a corto y largo plazo. Ver Bolognese, et al, Am. Heart J., 

20 75S:S79-83 (1999); Mehta, et al, Herz, 25:47-60 (2000); Hessen, et al, Cardiovasc. 
Clin., 20:283-318 (1989); Jacoby, et al, J. Am. Coll Cardiol, 20:136-144 (1992); 
Rosenthal, et al, Am. Heart J., 109:865-816 (1985). Es frecuente que genere una 
perdida significativa de celulas miocardicas. Esto causa una reduction importante de 
la masa miocitaria. Es conocido que los miocardiocitos del ser humano, y de otras 

25 especies filogeneticamente cercanas como los cerdos, preservan la capacidad de 
replicar su ADN, sin embargo muy raramente se multiplican generando celulas hijas. 
En la gran mayoria de los casos, estas celulas no son capaces de progresar en el ciclo 
celular y entrar en fase M (mitotica). Ver Kajsutra, et al, Proc. Natl Acad. Set USA, 
95:8801-8805 (1998); Pfizer, et al, Curr. Top. Pathol, 54:125-168 (1971). 

30 La incapacidad de los miocardiocitos para replicarse adecuadamente impide la 

restitution necesaria del tejido miocardico en las especies animales superiores. 
Consecuentemente, la capacidad funcional miocardica disminuye, ya que el area 
infartada es reemplazada por tejido fibrotico, sin capacidad contractil. Ademas, los 
miocardiocitos se hipertrofian y desarrollan nucleos poliploides. Ver Herget, et al, 

4 



Vs?/ V Vn 





Cardiovasc. Res. 35:45-51 (1997); "Tratado de Fisiologia Medica", 9na. Ed., Gu>4of \ 
et al., Eds., (Mc Graw-Hill Interamericana, Mexico, 1997), pp. 276-279, 280-284. 

Se ha intentado restituir la perdida de miocardiocitos con otras celulas, co 
celulas satelites autologas y mioblastos alogenicos. Al presente, estos intentos 
5 tenido poco exito. Ver Dorfman, et al, J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 1 76:744 

(1998); Murry, et al, J. Clin. Invest., 98: 2512-2523 (1996); Leor, et al, Circulations^ 
94Suppl.II: II-332-II-336 (1996); Ren-Ke, et al, Circ. Res., 75:283-288 (1996). Mas 
recientemente, se ha sugerido que celulas madres pluripotentes y angioblastos 
derivados de la medula osea podrian restituir el tejido miocardico infartado e inclusive 

10 inducir proliferacion vascular. Sin^ embargo, no se ha demostrado todavia la 
efectividad de estos metodos en mamiferos superiores. Ver Orlic, et ah, Nature, 
410:101-105 (2001); Kocher, et al, Nat. Med., 7:430-436 (2001). Un metodo ideal 
induciria la multiplicacion de los miocardiocitos originando celulas hijas y la 
proliferacion vascular en el tejido miocardico. Este procedimiento restituiria la 

15 perdida tisular con tejido miocardico autologo y aumentaria simultaneamente la 
perfusion miocardica, disminuyendo la morbi-mortalidad asociada con el 
remodelamiento ventricular izquierdo y la cardiopatia isquemica. Ver Bolognese, et 
al, supra (1999). 

La falta de capacidad mitotica impide el aumento del numero de celulas 
20 (hiperplasia) frente a otras noxas. En estos casos, la respuesta adaptativa de los 
miocardiocitos humanos y porcinos es el aumento del volumen celular. Por lo tanto, 
en ciertas patologlas (por ejemplo hipertrofia hipertensiva, miocardiopatia dilatada, 
etc.), los miocardiocitos tambien se encuentran marcadamente hipertroficos y 
poliploides. Ver Pfizer, Curr. Top. Pathol, 54:125-168 (1971); Adler, et al, J. Mol 
25 Cell Cardiol, 75:39-53 (1986). En la gran mayoria de los casos, esta adaptacion 
celular es insuficiente. Por otra parte, la hipertrofia miocardica progresiva aumenta la 
demanda celular de oxigeno, y nutrientes reduciendo consecuentemente la perfusion 
subendocardica, aun en ausencia de obstrucciones coronarias. Finalmente, la 
combinacion de estos factores conlleva al deterioro de la fiincion miocardica. Ver 
30 "Tratado de Fisiologia Medica", 9na. Ed, supra, pp. 276-279, 307-308. Un metodo 
ideal, induciria la mitosis completa de estas celulas hipertroficas poliploides en 
celulas hijas mas pequeiias y mejor perfundidas, reduciendo la progresion de la 
miocardiopatia hacia la insuficiencia cardiaca. 
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Diagramas 




La Fig. 1 ilustra el indice de esfuerzo. Se comparan los valores promedios pre 
y post-tratamiento para el Grupo I-T (VEGF) y el Grupo I-P (placebo). Se observa 
5 que el valor post-tratamiento del Grupo I-T es mayor al valor pre-tratamiento del 
mismo grupo y a los valores pre y post-tratamiento del Grupo I-P. Las comparaciones 



estadisticamente significativas entre los indices pre y post-tratamiento del Grupo I-T. 
10 Las ^comparaciones no apareadas demuestran: 1) ausencia de diferencias 
estadisticamente significativas entre los indices pre-tratamiento del Grupo I-T y el 
Grupo I-P, 2) presencia de diferencias estadisticamente significativas entre los indices 
post-tratamiento del Grupo I-T y el Grupo I-P. 



15 promedio para el Grupo I-T (VEGF) y el Grupo I-P (placebo). Se observa que el valor 
del Grupo I-T es significativamente mayor al valor del Grupo I-P. 

La Fig. 3 muestra la densidad de longitud para el area de riesgo. Se ilustran los 
valores promedio para vasos de 8 a 50 \im con capa muscular lisa. Se observa que el 
valor del Grupo I-T (VEGF) es significativamente mayor al valor del Grupo I-P 

20 (placebo). 

La Fig. 4 muestra la densidad de longitud para el area de riesgo. Se ilustran 
los valores promedio para vasos de 8 a 30 jam con capa muscular lisa. Se observa que 
el valor del Grupo I-T (VEGF) es significativamente mayor al valor del Grupo I-P 
(placebo). 

25 La Fig. 5 ilustra el promedio de la densidad de mitosis para el area de riesgo. 

Se observa que el valor del Grupo I-T (VEGF) es significativamente mayor al valor 
del Grupo I-P (placebo). 

La Fig. 6 representa la curva de transcription de ADN genomico (ARN 
mensajero) mediante RT-PCR en el Grupo I-T. 
30 La Fig. 7 ilustra la metafase de un miocardiocito de un individuo del Grupo I- 

T. La flecha muestra la placa ecuatorial y las fibras del huso. 

La Fig. 8 ilustra la telofase de un miocardiocito de un individuo del Grupo I-T. 
La flecha senala las estriaciones sarcomericas. 



apareadas demuestran: 1) ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre 
los indices pre y post-tratamiento del Grupo I-P, 2) presencia de diferencias 



La Fig. 2 ilustra el indice mejoria de perfusion. Se comparan los valores 
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Deposito 

El plasmido pUVEK15 fue depositado el 13 de noviembre de 2000, bajo el 
numero de acceso DSM 13833 en DSMZ - Deutsche Sammlung von 
10 Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg IB, D-38124 Braunschweig, 
Republica Federal Alemana. 

Description de la Invention 

Una de la ventajas de la presente invencion es que induce de manera efectiva y 

15 segura la proliferacion vascular en tejidos hipoperfundidos y normoperfundidos. 
Mediante el uso del metodo reivindicado es posible estimular la neoformacion y 
crecimiento de vasos y celulas musculares, tanto lisas como estriadas. El metodo es 
especialmente util para inducir la revascularizacion en pacientes que padecen 
cardiopatia isquemica. Mediante el metodo reivindicado se evitan los efectos adversos 

20 relacionados con la exposicion sistemica a altas dosis de factores angiogenicos. 

Otra de las ventajas de la presente invencion es que regenera el tejido 
miocardico (miocardiogenesis). Segun el metodo reivindicado se estimula la mitosis 
de miocardiocitos favoreciendo la reposicion del tejido infartado. El metodo 
reivindicado revierte el curso natural de miocardiopatias hipertroficas y dilatadas de 

25 cualquier etiologia, estimulando la mitosis de miocardiocitos hipertroficos poliploides 
y la proliferacion vascular. Esto redunda en mayor cantidad de celulas hijas normales 
y mejor perfundidas, mejorando el pronostico y la evolucion de esas cardiopatias. 

Otra ventaja de la presente invencion es su posible uso para revascularizar 
efectiva y eficientemente el miocardio de pacientes transplantados con rechazo 

30 cronico del injerto y enfermedad coronaria difusa. El presente metodo restauraria la 
perfusion deteriorada en estos pacientes intratables por metodos convencionales de 
revascularizacion. 
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Una ventaja adicional de la presente invencion es su posible uso para au&aeritar & 
la perfusion en tejidos hipoperfundidos de pacientes con micro y macroangidp^a^^^^ 
diabetica. El metodo reivindicado puede mejorar las complicaciones crc 
asociadas a la diabetes tales como neuropatia diabetica, cardiopatia isqi 
5 arteriopatia periferica y enfermedades isquemicas de los miembros, entre otrs 
Schratzberger, et al, J. Clin. Invest., 707:1083-1092 (2001); Rivard, et 
Circulation 96 Suppl I: 175 (1997); Rivard, et al t Am. J. Pathol, 154: 355-363 
(1999). 

Una de las ventajas del metodo reivindicado es su mayor seguridad cuando se 

10 utiliza en conjuncion con procedimientos poco invasivos para la administration 
intramiocardica transendocardica de medicamentos mediante cateteres. El acceso a la 
camara ventricular izquierda en estos casos es por via endovascular. Este tipo de 
administracion se facilitaria, ademas, mediante el mapeo electromecanico del 
ventriculo izquierdo. De esta man era se evita el acceso quinirgico y la morbi- 

15 mortalidad asociada a cirugias toracicas a cielo abierto. 

La presente invencion se refiere a un metodo para inducir la proliferation 
neovascular y regeneracion tisular que se caracteriza por administrar a un tejido una 
secuencia de nucleotidos codificante para el sitio activo de un polipeptido que incluye 
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 1. En una version de la presente invencion, 

20 se administra una secuencia de nucleotidos codificante para un polipeptido cuya 
secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO. 1. En otra version de la presente invencion, 
se administra el sitio activo de un polipeptido que incluye la secuencia de 
aminoacidos SEQ ID NO. 1. En otra forma de llevar a cabo el presente metodo, se 
. administra un polipeptido que incluye la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 1 . La 

25 secuencia de nucleotidos puede ser ADN genomico, ADN copia y ARN mensajero. 
Preferentemente, la secuencia de nucleotidos es ADN genomico. 

Segiin la presente invencion, se administra el agente inductor a un tejido 
compuesto por celulas eucariotas, como las de mamifero. Preferentemente, las celulas 
de mamifero son de origen porcino y humano. Mas preferentemente, las celulas son 

30 de origen humano. 

Segiin el metodo reivindicado, las celulas eucariotas son celulas musculares. 
Preferentemente, las celulas musculares utilizadas son miocardiocitos, celulas 
musculares estriadas esqueleticas tipo I y tipo II, celulas musculares lisas vasculares y 
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no vasculares, y celulas mioepiteliales. Mas preferentemente, las celulas musculo 
utilizadas son miocardiocitos. ^ 
El metodo reivindicado se caracteriza por inducir la proliferacion vascu 
Preferentemente, la proliferacion vascular inducida es localizada en la zona fd 
administracion del agente inductor. Mas preferentemente, la zona de administracio^ 
es el miocardio. 

El metodo reivindicado se caracteriza por inducir angiogenesis localizada, in 
vivo y ex vivo. Preferentemente, la angiogenesis es localizada en la zona de 
administracion del agente inductor. Mas preferentemente, la zona de administracion 
es el miocardio. En una version de la presente invention^ se induce angiogenesis en 
tejido normoperfimdido, in vivo, in vitro y ex vivo. En otra version de la presente 
invencion se induce angiogenesis en tejido isquemico, in vivo, in vitro y ex vivo. 
Preferentemente, el metodo reivindicado induce angiogenesis en tejido rniocardico 
hipoperfundido, in vivo, in vitro y ex vivo. El tejido rniocardico hipoperfundido puede 
ser isquemico, viable, hibernado, atontado, precondicionado, lesionado, con injuria, 
infartado, no-viable, fibrosado y necrosado. Mas preferentemente, el metodo 
reivindicado induce angiogenesis en tejido rniocardico hipoperfundido in vivo. 

El metodo reivindicado tambien se caracteriza por inducir arteriogenesis in 
vivo, in vitro y ex vivo. Preferentemente, la arteriogenesis es localizada en la zona de 
administracion. Mas preferentemente, la zona de administracion es el miocardio. En 
una version de la presente invencion, se induce arteriogenesis en tejido 
normoperfimdido, in vivo, in vitro y ex vivo. En otra version de la presente invencion, 
se induce arteriogenesis en tejido isquemico, in vivo, in vitro y ex vivo. 
Preferentemente, el metodo reivindicado induce arteriogenesis en tejido rniocardico 
hipoperfundido, in vivo, in vitro y ex vivo. El tejido rniocardico hipoperfundido puede 
ser isquemico, viable, hibernado, atontado, precondicionado, lesionado, con injuria, 
infartado, no- viable, fibrosado y necrosado. Mas preferentemente, el metodo 
reivindicado induce arteriogenesis en tejido rniocardico hipoperfundido in vivo. 

El metodo reivindicado tambien se caracteriza por inducir vasculogenesis in 
vivo, in vitro y ex vivo. Preferentemente, la vasculogenesis es localizada en la zona de 
administracion. Mas preferentemente, la zona de administracion es el miocardio. En 
una version de la presente invencion, se induce vasculogenesis en tejido 
normoperfimdido, in vivo, in vitro y ex vivo. En otra version de la presente invencion, 
se induce vasculogenesis en tejido isquemico, in vivo, in vitro y ex vivo. 



ff&Y 

Preferentemente, el metodo reivindicado induce vasculogenesis en tejido mio|ia^ico 
hipoperfundido, in vivo, in vitro y ex vivo. El tejido miocardico hipoperfundido^uede 
ser isquemico, viable, hibernado, atontado, precondicionado, lesionado, con injuria;^ 



no-viable, infartado, necrosado y fibrosado. Mas preferentemente, el metocto 
reivindicado induce vasculogenesis en tejido miocardico hipoperfundido in vivo. - ^ 

El metodo reivindicado tambien se caracteriza por inducir linfangiogenesis in 
vivo, in vitro y ex vivo. Preferentemente, la linfangiogenesis es localizada en la zona 
de administracion. Mas preferentemente, la zona de administracion es el miocardio. 
En una version de la presente invencion, se induce linfangiogenesis en tejido 
normoperfundido, in vivo,Jn vitro y ex vivo. En otra version de la presente invencion, 
se induce linfangiogenesis en tejido isquemico, in vivo, in vitro y ex vivo. 
Preferentemente, el metodo reivindicado induce linfangiogenesis en tejido miocardico 
hipoperfundido, in vivo, in vitro y ex vivo. El tejido miocardico hipoperfundido puede 
ser isquemico, viable, hibernado, atontado, precondicionado, lesionado, con injuria, 
no-viable, infartado, necrosado y fibrosado. Mas preferentemente, el metodo 
reivindicado induce linfangiogenesis en tejido miocardico hipoperfundido in vivo. 

El metodo reivindicado tambien se caracteriza por inducir mitosis in vivo, in 
vitro y ex vivo. Preferentemente, se induce mitosis de manera localizada en la zona de 
administracion. Mas preferentemente, la zona de administracion es el miocardio. En 
una version de la presente invencion, se induce mitosis en tejido normoperfundido, in 
vivo, in vitro y ex vivo. En otra version de la presente invencion, se induce mitosis en 
tejido isquemico, in vivo, in vitro y ex vivo. Preferentemente, el metodo reivindicado 
induce mitosis en tejido miocardico hipoperfundido, in vivo, in vitro y ex vivo. El 
tejido miocardico hipoperfundido puede ser isquemico, viable, hibernado, atontado, 
precondicionado, lesionado, con injuria, no- viable, infartado, necrosado y fibrosado. 
Mas preferentemente, el metodo reivindicado induce mitosis en tejido miocardico 
hipoperfundido in vivo. 

El metodo reivindicado tambien se caracteriza por inducir la regeneracion 
tisular in vivo, in vitro y ex vivo. Preferentemente, se induce la regeneracion tisular de 
manera localizada en la zona de administracion. Mas preferentemente, la zona de 
administracion es el miocardio. En una version de la presente invencion, se induce la 
regeneracion tisular en territorios normoperfundidos, in vivo, in vitro y ex vivo. En 
otra version de la presente invencion, se induce la regeneracion tisular en territorios 
isquemicos, in vivo, in vitro y ex vivo. Preferentemente, el metodo reivindicado induce 
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la regeneration tisular en territorios miocardicos hipoperfundidos, in vivo, in vitr&.'y. 
ex vivo. El territorio miocardico hipoperfundido puede ser isquemico, viabl& 
hibemado, atontado, precondicionado, lesionado, con injuria, no-viable, infarta 
necrosado y fibrosado. Mas preferentemente, el metodo reivindicado induce 
regeneration tisular en territorios miocardicos hipoperfundido in vivo. 

En una version de la presente invention la secuencia de nucleotidos 
codificante esta operativamente conectada a un vector. En una version del metodo 
reivindicado el vector es un vector viral como adenovirus, virus adeno-asociados, 
retrovirus y lentivirus. En otra version del presente metodo, el vector es un vector 
plasmidico. Mas preferentemente, el vector plasmidico es pUVEK15. En otra version 
de la presente invention, la secuencia de nucleotidos se vehiculiza mediante el uso de 
un liposoma. En una version de la presente invention, el agente inductor esta 
contenido en una composition farmaceutica adecuada. La composition farmaceutica 
conteniendo el agente inductor se administra al receptor en dosis suficientes. 

La composition farmaceutica utilizada segiin la presente invention puede 
administrate por via endovenosa, intracoronaria, intraortica, intrafemoral, 
intrapoplitea, intrapedia, intratibial posterior, intracarotidea e intrarradial. Tambien 
puede administrarse por via intrapericardica, intraperitoneal, intraamniotica, 
intrapleural, intramiocardica transepicardica, intramiocardica transendocardica e 
intramuscular periferica, subcutanea, intrarraquidea, intracardiaca intraatrial e 
intracardiaca intraventricular. Otra forma de administrar el agente inductor es por via 
sublingual, inhalatoria, oral, rectal, periadventicial, perivascular, topica epicardica, 
epidermica, transdermica, oftalmica, a traves de las mucosas conjuntival, 
nasofaringea, bucofaringea, laringofaringea, vaginal, colonica, uretral y vesical. 
Preferentemente, el agente inductor se administra por inyeccion intramiocardica 
transepicardica y transendocardica. Mas preferentemente, el agente inductor se 
administra por inyeccion intramiocardica transepicardica. 

En una version de la presente invention, el agente inductor se inyecta 
preferentemente de manera perpendicular al piano del area de inyeccion. En otra 
version de la presente invention, el agente inductor se inyecta de manera oblicua al 
piano del area de inyeccion. En otra version de la presente invention, el agente 
inductor se inyecta de manera paralela al piano del area de inyeccion. 
Preferentemente, las inyecciones se distribuyen homogeneamente en el area de 
inyeccion. 
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Tal como se utiliza en la presente descripcion, "agente inductor" se defitiev: 
como el ADN genomico, ADN copia, ARN mensajero codificante para el sitio acti 
del VEGF. "Agente inductor" tambien incluye cualquier vector cuya secuencia 
nucleotidos codifique para VEGF. Se entiende tambien como "agente induct 
cualquier polipeptido que incluya al sitio activo del VEGF. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, "area de inyeccion" se define 
como el area integrada por la zona hipoperfundida, la zona de transicion y el tejido 
normoperfundido inmediatamente circundante a la zona de transicion. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, "area de riesgo" significa el 
area miocardica irrigada principalmente por la arteria coronaria circunfleja. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, "arteriogenesis" se define como 
el desarrollo de vasos cuya tunica media esta compuesta por celulas musculares lisas. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "celulas 
indiferenciadas" se define como toda celula pluripotente que puede dar origen a 
celulas de diferente estirpe o linaje celular y a la misma vez dar origen a otra celula 
pluripotente. Estas celulas presentan caracteristicas diferentes a todas las estirpes y 
linajes celulares conocidos que constituyen los tejidos adultos. Las "celulas 
indiferenciadas" incluyen, pero no estan limitadas a, celulas madres (stem cells), 
celulas mesenquimaticas, hemangioblastos, angioblastos y celulas precursoras 
hematopoyeticas. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "celulas poco 
diferenciadas" se define como toda celula que posee caracteristicas propias de un 
linaje o estirpe celular pero que puede dar origen a otras celulas de diferente linaje o 
estirpe. Las "celulas poco diferenciadas" incluyen, pero no estan limitadas a, los 
fibroblastos, mioblastos, osteoblastos, celulas precursoras endoteliales, celulas 
satelites del musculo esqueletico y celulas gliales del tejido nervioso. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "comparacion 
apareada" se refiere a la comparacion estadistica de tiempos evolutivos diferentes de 
un mismo grupo de individuos. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "comparacion no 
apareada" se refiere a la comparacion estadistica de dos grupos de individuos en un 
mismo tiempo evolutivo. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "composition 
farmaceutica" se refiere a un diluyente, adyuvante o excipiente con el que se 
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administra un agente inductor. Incluye todos y cada uno de los solventes, medios/de. 
dispersion, soluciones acuosas, gaseosas, recubrimientos, agentes antibacterianos^" 
antifungicos, agentes isotonicos, retardadores o aceleradores de la absorcion, 
sustancias similares. El uso de dichos medios y agentes en la administracion 
sustancias activas farmaceuticas es conocido en el arte. Salvo en la medida en qu 
algiin medio o agente convencional sea incompatible con el agente inductor, se 
contempla el uso del mismo en las composiciones farmaceuticas. Los principios 
activos suplementarios tambien pueden ser incorporados a los compuestos de la 
invencion. Las "composiciones farmaceuticas" incluyen, pero no estan limitadas a, 
diluyentes o rellenos solidos inertes, soluciones acuosas esteriles y varios solventes 
organicos no toxicos. La "composicion farmaceutica" no debera reaccionar con, ni de 
ninguna otra forma reducir la eficacia o estabilidad, del agente inductor. Los 
transportes farmaceuticamente aceptables incluyen, pero no estan limitados a, agua, 
etanol, polietilenglicol, aceite mineral, petrolatum, propilenglicol, lanolina y agentes 
similares. 

Las "composiciones farmaceuticas" para uso inyectable incluyen soluciones 
acuosas esteriles (cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos esteriles para 
la preparation extemporanea de dispersiones o soluciones inyectables esteriles. En 
todos los casos, la formulation debera ser esteril y debera ser fluida en la medida en 
que posibilite una forma facil de dispensar en jeringa. Tambien debe ser estable bajo 
las condiciones de fabrication y almacenamiento y debera estar preservada contra la 
action contaminante de microorganismos tales como bacterias, virus y hongos. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, "densidad de longitud" se 
refiere a un parametro de vascularization de un tejido estudiado histopatologicamente 
de acuerdo a metodologia ya descrita. Este parametro permite analizar vasos 
dispuestos en cualquier orientation. Ver Anversa et al t Am. J. PhisioL, 267: H1062- 
1073 (1994); Anversa et aL, Am. X PhisioL, 260:YLl 552-1 560 (1991). 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, "densidad de mitosis" significa 
el cociente del numero de mitosis sobre 10 6 nucleos de miocardiocitos. 

Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "dosis suficiente" 
significa una cantidad del agente inductor o de la composicion farmaceutica que 
incluye al agente inductor adecuada para llevar a cabo la funcion especificada. En el 
contexto de la presente invencion "dosis suficiente" se refiere a una cantidad del 
agente inductor o de la composicion farmaceutica que incluye al agente inductor 
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adecuada para producir uno o mas de los siguientes resultados: inducir angiogen 
arteriogenesis, vasculogenesis, linfangiogenesis o mitosis en celulas eucariotas. 

Tal como se utiliza en la presente description, "indice de esfiierzo" se define 
como la subtraction aritmetica del valor de perfusion en esfiierzo menos el valo\en 
reposo, tanto en condicion post-tratamiento como en condicion pre-tratamiento. 

Tal como se utiliza en la presente description, "indice mejoria de perfusion" 
se define como la sustraccion aritmetica entre el indice de esfiierzo post-tratamiento 
menos el indice de esfiierzo pre-tratamiento. 

Tal como se utiliza en la presente description, "indice de esfiierzo post- 
tratamiento" se define como la sustraccion aritmetica del valor de perfusion post- 
tratamiento en esfiierzo menos el valor post-tratamiento en reposo. 

Tal como se utiliza en la presente description, "indice de esfiierzo pre- 
tratamiento" se define como la sustraccion aritmetica del valor de perfusion pre- 
tratamiento en esfiierzo menos el valor pre-tratamiento en reposo. 

Tal como se utiliza en la presente description, el termino "inducir" con su 
termino relacionado "induction" se refiere a la action de generar, promover, regular, 
facilitar y potenciar un fenomeno biologico. Un ejemplo de induction es la action del 
VEGF como estimulador de la proliferation vascular. 

Tal como se utiliza en la presente description, el termino "linfangiogenesis" se 
define como el desarrollo o proliferation de vasos linfaticos. 

Tal como se utiliza en la presente description, "localizado" se define como la 
limitation de la respuesta a un agente inductor al area de interes. 

Tal como se utiliza en la presente description, el termino "mamifero" significa 
un animal vertebrado de sangre caliente cuya descendencia es alimentada con leche 
secretada por sus glandulas mamarias. El termino "mamifero" incluye, pero no esta 
limitado a, ratas, ratones, conejos, perros, gatos, cabras, ovejas, vacas, ovejas, cerdos, 
primates y humanos. 

Tal como se utiliza en la presente description, "mitosis" se refiere al proceso 
de division celular. 

Tal como se utiliza en la presente description, "proliferation neovascular" se 
define como un aumento de la vascularization de un tejido debido a la expansion del 
lecho vascular existente o al surgimiento de nuevos lechos vasculares. La 
proliferation neovascular incluye la angiogenesis, arteriogenesis, vasculogenesis y 
linfangiogenesis. 
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Tal como se utiliza en la presente descripcion, el termino "vasculogenesis 
define como el desarrollo vascular a partir de celulas indiferenciadas o 
diferenciadas. 

Tal como se utiliza en la presente description, el termino "VEGF" signi 
5 cualquier factor de crecimiento del endotelio vascular. "VEGF" incluye, pero no esta 
limitado a, las variantes VEGF A, B, C, D, E y F. Ver Hamawy, et aL, Curr. Opin. 
Cardiol, 74/515-522 (1999); Neufeld, et aL, Prog. Growth Factor Res., 5:89-97 
(1994); Olofsson, et aL, Proc. Natl. Acad. Set USA, P3:2576-2581 (1996); Chilov, et 
aL, J. Biol. Chem., 272:25176-25183 (1997); Olofsson, et aL, Curr. Opin. 

10 BiotechnoL, 70:528-535 (1999). La variante VEGF A incluye, pero no esta limitada a 
las isoformas VEGFi_ I2 i, VEGFm 45 , > VEGFi_i 89 y VEGFi. 2 o6- La SEQ ID NO. 1 
ilustra un ejemplo de la isoforma VEGF1-165. Ver Tischer, et aL, J. Biol. Chem., 
2^:11947-11954 (1991); Poltorak, et aL, J. Biol. Chem., 272:7151-7158 (1997). El 
termino "VEGF" tambien incluye el factor de permeabilidad vascular o 

15 vasculotropina (VPF). Ver Keck, et aL, Science 246:1309-1312 (1989); Senger, et aL, 
Science, 219:983-985 (1983). El VPF se conoce actualmente en la tecnica como 
VEGF A. 

La presente invencion utiliza un plasmido denominado pUVEK15 de 
aproximadamente 3068 pares de bases (bp). El plasmido pUVEK15 se caracteriza por 

20 incluir un promotor de citomegalovirus (CMV promoter), un intron quimerico, un 
fragmento de ADN conteniendo la secuencia codificante del factor de crecimiento del 
endotelial vascular (VEGF) y una secuencia de ADN de aproximadamente 1290 pb 
que confiere resistencia a la kanamicina. El plasmido pUVEK15 se encuentra 
depositado bajo el numero de acceso DSM 13833 en DSMZ - Deutsche Sammlung 

25 von Mikroorganismen und Zellkulturen, Republica Federal Alemana. 

Habiendo descripto en terminos generales la invencion, la misma sera mas 
facilmente comprendida haciendo referencia a los siguientes ejemplos que se ofrecen 
a modo de ilustracion, y que no tienen la intencion de ser limitantes de la presente 
invencion, a menos que asi se especifique. 
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Ejemplo 1 
Induction de Isquemia 




Ochenta cerdos Landrace con un peso aproximado de 25 
(aproximadamente 3 meses de edad) fueron sujetos al siguiente protocolo: 1) ca 
individuo fue sometido a un control clinico veterinario y de laboratorio p 
determinar su buen estado de salud, 2) bajo anestesia general (induccion: tiopental 
sodico 20 mg/kg; mantenimiento: 2% enflurano), se efectuo en cada individuo una 
toracotomia esteril en el cuarto espacio intercostal izquierdo y se realizo la diseccion 
del tronco proximal de la arteria coronaria circunfleja, 3) se coloco un constrictor 
ameroide en el tronco proximal de la arteria coronaria circunfleja de cada individuo y 
4) se reparo la toracotomia. 



Tres semanas despues de la primera intervencion quinirgica segiin el ejemplo 
anterior se efectuaron los estudios basales (pre-tratamiento) de los individuos del 
ejemplo anterior bajo sedation con dosis suficientes de tiopental sodico endovenoso y 
bajo control electrocardiografico. Se realizaron estudios basales de perfusion 
miocardica en cada individuo, cuantificada mediante tomografia computada por 
emision de foton unico, camara gamma SPECT, con Tc" sestamibi AD AC Vertex 
Dual Detector Camera System (AD AC Healthcare Information Systems Inc., 



Las determinaciones se realizaron en reposo y esfuerzo. El esfixerzo se indujo 
farmacologicamente mediante dosis progresivas de dobutamina endovenosa hasta 
lograr un aumento de al menos un 50% sobre la frecuencia cardiaca de reposo. 

Se seleccionaron los individuos con diagnostico de hipoperflxsion localizada 
en el lecho de la arteria coronaria circunfleja. Solo veintiseis sujetos de la totalidad de 
los individuos operados inicialmente cumplieron con este criterio de inclusion 
(isquemia miocardica cronica). 



Ejemplo 2 
Estudios Basales Pre-tratamiento 



EE.UU.) 



16 



Ejemplo3 ^ 
Administration del Pldsmido VEGF y Pldsmido Placebd^^s ^ 



\ r 3 



Los veintiseis individuos isquemicos del ejemplo anterior fueron divididos ei 
5 dos grupos: el primer grupo (Grupo I), integrado por 16 individuos, se destino a 
estudios anatomofisiologicos y el segundo grupo (Grupo II), integrado por 10 
individuos, se destino al analisis de la presencia y expresion del plasmido VEGF. 

Los individuos del Grupo I fueron randomizados en dos subgrupos (Grupo I-T 
y Grupo I-P) con igual cantidad de miembros (4 hembras y 4 machos para cada 
10 subgrupo). Se designo como Grupo I-T al grupo tratado y como Grupo I-P al grupo 
placebo control. 

Los individuos del Grupo II fueron asignados a dos subgrupos (Grupo II-T y 
Grupo II-P). Se destinaron 8 individuos al Grupo II-T y 2 individuos al Grupo II-P. Se 
designo como Grupo II-T al grupo tratado y como Grupo II-P al grupo placebo 
15 control. 

Bajo anestesia general (induccion: tiopental sodico 20 mg/kg; mantenimiento: 
2% enflurano), se efectuo en cada individuo de los Grupos I y II una toracotomia 
esteril en el cuarto espacio intercostal izquierdo (reoperacion). 

Cada individuo de los Grupos I-T y II-T recibio 10 y 3 alicuotas 
20 respectivamente de 200 |al cada una de una solucion conteniendo plasmido pUVEKIS 
(1,9 mg de pUVEKIS en 1 ml de solucion fisiologica) codificante para factor de 
crecimiento del endotelio vascular. 

Cada individuo de los Grupos I-P y II-P recibio 10 y 3 alicuotas 
respectivamente de 200 jj.1 de una solucion conteniendo plasmido pUVEK15" VEGF (1,9 
25 mg de pUVEK15~ VEGF en 1 ml de solucion fisiologica) sin la region codificante para 
factor de crecimiento del endotelio vascular. 

Cada alicuota fue inyectada intramiocardicamente. El area de inyeccion estuvo 
integrada por la zona hipoperfimdida, la zona de transicion y el tejido 
normoperfiindido inmediatamente circundante a la zona de transicion. Las 
30 inyecciones se realizaron en direccion perpendicular al piano del miocardio, evitando 
la administracion intraventricular del agente inductor. La administracion de las 
inyecciones se distribuyo homogeneamente en el area de inyeccion. Una vez 
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realizadas las inyecciones intxamiocardicas, se reparo la toracotomia eny'jqidk 
individuo. 



Ejemplo 4 
Estudios Post-tratamiento 

Andlisis Anatomofisiologicos 




A las cinco semanas de la segunda intervention quinirgica (reoperation) se 
efectuaron los estudios post-tratamiento de los individuos del Grupo I del ejemplo 
anterior bajo sedation con dosis suficientes de tiopental sodico endovenoso. Se 
estudio la perfusion en cada individuo siguiendo el protocolo establecido en el 
ejemplo 2. 

Posteriormente, se sacrificaron los individuos y se realizo la necropsia para la 
obtencion de tejido miocardico y tejidos perifericos (musculo esqueletico, gonadas, 
hlgado, pulmon, retina y rinon). Los tejidos obtenidos fueron sometidos a estudios 
anatomopatologicos para identificar neoangiogenesis. Se realizo ademas la 
determination de mitosis en tejido miocardico. Las determinaciones se llevaron a 
cabo de acuerdo al siguiente protocolo: se fijaron los tejidos miocardico y perifericos 
en formaldehido al 10% y se realizo la inclusion en parafina Histowax. 
Posteriormente, se obtuvieron secciones de tejidos perifericos y del area de riesgo 
miocardica de 4 a 5 (am de espesor. Las secciones fueron montadas en portaobjetos 
previamente banados en una solution acuosa 0,01% de polilisina (Sigma Chemical 
Co., EE.UU.) y secados a 37° C. Las muestras fueron tenidas con hematoxilina-eosina 
y tricromico de Gomori. 

La identification de los vasos intramiocardicos y perifericos se realizo con 
microscopia optica. Para la identification de vasos intramiocardicos con capa 
muscular lisa (arteriogenesis) se empleo inmunohistoquimica con anticuerpos 
monoclonales contra alfa-actina (Biogenex Labs. Inc., EE.UU.). Con respecto a los 
vasos colaterales intramiocardicos, se tomaron solamente en consideration los de 8 a 
50 jam de diametro maximo en ambos subgrupos de individuos. La densidad de 
longitud de los vasos intramiocardicos relevantes fue cuantificada mediante un 
sistema digital de analisis (Vidas Kontron, Alemania). Ademas, se analizo la densidad 
de longitud para vasos intramiocardicos de 8 a 30 jam. Los tejidos perifericos fueron 
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sometidos a un analisis histopatologico general para determinar angiogenesi 
efectos adversos. 

Para la identificacion de las mitosis en el tejido miocardico se reali£|p 
inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales contra el antigeno Ki^7 
(Novocastra Labs., Inglaterra) en el Grupo I. El antigeno Ki67 es una proteina nuclei 
que se expresa en todo el ciclo celular excepto en la fase GO y Gl temprana. El patron 
de su expresion no es afectado por el dano del ADN, ni por la induccion de apoptosis. 
Ver Brown, D., et al, Histopathology, 77/489-503 (1990); Gerdes, J., et al, J. 
Immunol, 755:1710-1715 (1984); Ross, W., et al, J. Clin. Pathol, 4<S:M1 13-1 17 
(1995). Las celulas con estriaciones^que presentaban una intensa tincion del antigeno 
Ki67 en sus cromosomas fueron identificadas como miocardiocitos en proceso 
mitotico. Para la determination de la proportion de miocardiocitos en proceso 
mitotico, se cuantifico la cantidad de nucleos de miocardiocitos y de eventos mitoticos 
en el tejido miocardico y se calculo la densidad de mitosis para cada individuo. 

2. Presencia y Expresion del Pldsmido VEGF 

Luego de la segunda intervention quinirgica (reoperation), se realizo el 
sacrificio de los individuos del Grupo II del ejemplo anterior. El sacrificio de los 
individuos se realizo de acuerdo al siguiente protocolo: 2 individuos del Grupo II-T a 
3 dias posteriores a la reoperacion, 2 individuos del Grupo II-T y 2 individuos del 
Grupo II-P a los 10 dias posteriores a la reoperacion, 2 individuos del Grupo II-T a 16 
dias posteriores a la reoperacion y 2 individuos del Grupo II-T a 35 dias posteriores a 
la reoperacion. Luego de los sacrificios se realizaron las necropsias correspondientes. 
Se obtuvo tejido miocardico de los individuos. 

El ex amen molecular se realizo en el tejido miocardico de los individuos del 
Grupo II para identificar la presencia de ADN plasmidico, su transcription (ARN 
mensajero) y su traduction (proteina). La presencia de ADN plasmidico file 
determinada por la tecnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Ver Mullis, 
et al, Meth. Enzymol, 55:335-350 (1987). La presencia de ARN mensajero se 
constato mediante la tecnica reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion 
reversa (RT-PCR). Ver Belyavsky, et al, Nucleic. Acids Res., 77:2919 (1989). La 
presencia de la proteina (VEGF humano) se evidencio mediante inmunohistoquimica 
con anticuerpos monoclonales contra VEGF humano (Biogenex Labs. Inc., EE.UU.). 
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Los estudios de perfusion y anatomopatologico demostraron la proliferacion 
vascular en el tejido miocardico de los individuos tratados. El estudio 
anatomopatologico revelo ademas la induction de mitosis de miocardiocitos, 
endoteliocitos y celulas musculares lisas por parte del agente inductor (Grupo I-T). 

10 ^ Para la evaluation de los datos obtenidos con el estudio de perfusion, se 

determinaron los indices de esfuerzo y mejoria de perfusion para todos los segmentos 
miocardicos, en cada uno de los individuos del Grupo I. Se estudiaron segmentos del 
area de riesgo. Se calculo entonces el promedio de estos segmentos miocardicos, de 
manera tal que se obtuvo un valor unico del area de riesgo para cada indice en cada 

15 individuo. Finalmente, los indices obtenidos en cada individuo se promediaron para 
obtener los valores correspondientes a los Grupos I-T y I-P. 

De esta manera, el analisis del estudio de perfusion demostro lo siguiente: 

a) Grupo I-P: ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre el 
indice de esfuerzo pre-tratamiento y el indice de esfuerzo post-tratamiento 

20 (comparacion apareada). Este resultado indica que no hubo cambios 

significativos en la perfusion del grupo placebo luego del tratamiento. 

b) Grupo I-T: indice de esfuerzo post-tratamiento significativamente mayor 
que el indice de esfuerzo pre-tratamiento (comparacion apareada). Este 
resultado indica que el Grupo I-T mejoro significativamente su perfusion 

25 luego del tratamiento. 

c) Indices de esfuerzo pre-tratamiento: ausencia de diferencias significativas 
entre los Grupos I-T y I-P (comparacion no apareada). Este resultado 
indica la homogeneidad de subgrupos antes de realizarse la intervention 
terapeutica. 

30 d) Indices de esfuerzo post-tratamiento: indice del Grupo I-T 

significativamente mayor que el correspond! ente al Grupo I-P 
(comparacion no apareada). Este resultado indica que, luego del 
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tratamiento, el Grupo I-T tuvo mejor tolerancia al esfuerzo que el Gru 
P. 

e) Indices mejoria de perfusion: indice del Grupo I-T significativamen 
mayor que el correspondiente al Grupo I-P (comparacion no apareada; 
Este resultado indica que el Grupo I-T mejoro su perfusion mucho mas de 
lo que lo hizo el Grupo I-P (el cual, en realidad, tuvo una tendencia a 
empeorarla). 

En resumen, el estudio de perfusion evidencio diferencias estadisticamente 
significativas a favor del Grupo I-T tanto en los indices de esfuerzo como de mejoria 
de perfusion. Ver Tablas 1 y 2; Figs. 1 y 2. 

El estudio anatomopatologico demostro una diferencia estadisticamente 
significativa a favor del grupo tratado con respecto a los indices densidad de longitud 
y a la densidad de mitosis. Ver Tablas 3, 4 y 5; Figs. 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10 y 1 1. 

Los resultados obtenidos confirmaron la proliferacion neo vascular en el tejido 
del grupo de individuos tratados in vivo. La proliferacion vascular indica 
evidentemente un aumento en el numero de celulas que constituyen estos neovasos 
(endoteliocitos y musculo liso vascular). Ver Figs. 10 y 11. Por lo tanto, la 
administration del agente inductor promovio la mitosis de estas celulas vasculares en 
los individuos tratados. Ademas, el grupo de individuos tratado con el agente inductor 
demostro una proportion de miocardiocitos en proceso mitotico mas de 5 veces 
mayor al grupo control. Ver Fig. 5, 7, 8 y 9; Tabla 5. 

No se constato angiogenesis ni otros efectos adversos en tejidos perifericos de 
los individuos tratados (Grupo I-T). 

2. Presencia y Expresion del Pldsmido VEGF 

Los estudios moleculares demostraron la presencia de ADN plasmidico en el 
tejido miocardico de todos los individuos. En el grupo II-T se encontro ADN 
plasmidico codificante para VEGF en el tejido estudiado. En el grupo II-P se encontro 
ADN plasmidico placebo en el tejido estudiado. 

En el Grupo II-T se constato una curva de transcripcion (presencia de ARN 
mensajero) con un pico en el dia 10 post-reoperacion. Ver Fig. 6; Tabla .6. La 
presencia de ARNm en el grupo II-P fue negativa. 
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La inmunohistoquimica revelo la presencia de proteina en miocardioci 
celulas del intersticio del tejido miocardico en individuos del Grupo I-T (dia 3^ 
individuos del Grupo I-P la inmunohistoquimica fue totalmente negativa. 



Tabla 1 





Indice de Esfuerzo 




Pre-trat 

0 


amiento 


Post-tratamiento 
(2) 


Promedio 


a 


Promedio 


(7 


Valor de p 

(1) vs (2) 


Grupo I-P 


-0,6 


2,2 


-1,2 


1,3 


0,9 


Grupo I-T 


-3,1 


2,2 


3,8 


1,3 


<0,01 


Valor de p 
I-T vs I-P 


0,42 


<0,02 





Tabla 2 





Indice Mejoria de Perfusion 


Promedio 


a 


Grupo I-P 


-0,6 


2,6 


Grupo I-T 


6,9 


2,6 


Valor de p 
I-T vs I-P 


0,058 



Tabla 3 





Densidad de Lon; 


;itud (8 a 50 jam) 


Promedio 


a 


Grupo I-T 


2,45 


0,40 


Grupo I-P 


1,35 


0,26 


Valor de p 
I-T vs I-P 


<0,04 
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Densidad de Longitud (8 a 30 ^m) 


Promedio 


a 


Grupo I-T 


1,01 


0,13 


Grupo I-P 


0,58 


0,08 


Valor de p 
I-T vs I-P 


<0,02 



Tabla 5 





Densidad de Mitosis 


Promedio 


a 


Grupo I-T 


113,94 


24,94 


Grupo I-P 


22,49 


10,58 


Valor de p 
I-T vs I-P 


<0,005 



La presente invencion ha sido descrita en detalle y ejemplificada para facilitar 
su comprension y reproduction. Ciertos cambios en la manera de llevar a cabo la 
misma pueden ser realizados por una persona normalmente versada en la materia 
tecnica relacionada sin exceder el objeto y alcance de las reivindicaciones de la 
presente invencion. Todas las publicaciones citadas se incorporan como referencias en 
su totalidad a la description de la invencion. 
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1. Un metodo para inducir la proliferation neovascular y regeneration 
5 tisular caracterizado porque comprende administrar . a un tejido una 

secuencia de nucleotides codificante para el sitio activo de un 
polipeptido caracterizado porque comprende la secuencia de 
aminoacidos (SEQ ID NO. 1): 



10 


Ala 


Pro * 


Met 


Ala 


Glu 


Gly 


Gly 


Gly 


Gin 


Asn 




His 


His 


Glu 


Val 


Val 


Lys 


Phe 


Met 


Asp 


Val 




Tyr 


Gin 


Arg 


Ser 


Tyr 


Cys 


His 


Pro 


He 


Glu 




Thr 


Leu 


Val 


Asp 


Ile 


Phe 


Gin 


Glu 


Tyr 


Pro 




Asp 


Glu 


He 


Glu 


Tyr 


He 


Phe 


Lys 


Pro 


Ser 


15 


Cys 


Val 


Pro 


Leu 


Met 


Arg 


Cys 


Gly 


Gly 


Cys 




Cys 


Asn 


Asp 


Glu 


Gly 


Leu 


Glu 


Cys 


Val 


Pro 




Thr 


Glu 


Glu 


Ser 


Asn 


He 


Thr 


Met 


Gin 


He 




Met 


Arg 


He 


Lys 


Pro 


His 


Gln 


Gly 


Gin 


His 




He 


Gly 


Glu 


Met 


Ser 


Phe 


Leu 


Gin 


His 


Asn 


20 


Lys 


Cys 


Glu 


Cys 


Arg 


Pro 


Lys 


Lys 


Asp 


Arg 




Ala 


Arg 


Gin 


Glu 


Asn 


Pro 


Cys 


Gly 


Pro 


Cys 




Ser 


Glu 


Arg 


Arg 


Lys 


His 


Leu 


Phe 


Val 


Gin 




Asp 


Pro 


Gin 


Thr 


Cys 


Lys 


Cys 


Ser 


Cys 


Lys 




Asn 


Thr 


Asp 


Ser 


Arg 


Cys 


Lys 


Ala 


Arg 


Gin 


25 


Leu 


Glu 


Leu 


Asn 


Glu 


Arg 


Thr 


Cys 


Arg 


Cys 




Asp 


Lys 


Pro 


Arg 


Arg 













2. Un metodo, segun la revindication 1, caracterizado porque el tejido 

esta compuesto por celulas eucariotas. 
30 3. Un metodo, segun la revindication 1, caracterizado porque las celulas 

eucariotas comprenden celulas musculares. 
4. Un metodo, segun la revindication 3, caracterizado porque las celulas 

musculares comprenden celulas estriadas, lisas y mioepiteliales. 
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Un metodo, segiin la reivindicacion 4, caracterizado porque las celulaf 
estriadas comprenden miocardiocitos y celulas muscularj 
esqueleticas 

6. Un metodo, segiin la reivindicacion 5 5 caracterizado porque las celul 
5 musculares esqueleticas comprenden celulas tipo I y tipo II. 

7. Un metodo, segiin la reivindicacion 4, caracterizado porque las celulas 
musculares lisas comprenden celulas musculares lisas vasculares y 
musculares lisas no vasculares. 

8. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque las celulas 
ljO eucariotas comprenden celulas de origen mamifero. 

9. Un metodo, segiin la reivindicacion 8, caracterizado porque las celulas 
de mamiferos comprenden celulas de origen porcino y humano. 

10. Un metodo, segiin la reivindicacion 9, caracterizado porque las celulas 
de mamiferos son celulas de origen humano. 

15 11. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 

inducir proliferation vascular localizada. 

12. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
inducir angiogenesis localizada, in vivo, in vitro y ex vivo. 

13. Un metodo, segiin la reivindicacion 12, caracterizado porque 
20 comprende inducir angiogenesis en tejido normoperfundido, in vivo t in 

vitro y ex vivo. 

14. Un metodo, segiin la reivindicacion 12, caracterizado porque 
comprende inducir angiogenesis en tejido isquemico, in vivo f in vitro y 
ex vivo. 

25 15. Un metodo, segiin la reivindicacion 12, caracterizado porque 

comprende inducir angiogenesis en tejido miocardico, in vivo t in vitro 
y ex vivo. 

16. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 

inducir arteriogenesis in vivo, in vitro y ex vivo. 
30 17. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 

inducir arteriogenesis localizada. 
18. Un metodo, segiin la reivindicacion 17, caracterizado porque 

comprende inducir arteriogenesis en tejido normoperfundido, in vivo y 

ex vivo. 

25 




trail 

19. Un metodo, segiin la reivindicacion 17, caracterizado pdragg Jgjj 
comprende inducir arteriogenesis en tejido isquemico, in vivo y^^^^^^^yir 

20. Un metodo, segun la reivindicacion 17, caracterizado Ffi[§yue 
5 comprende inducir arteriogenesis en tejido miocardico, in vivo 

vivo. ^*^J!iJP~ 

21. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
inducir vasculogenesis in vivo, in vitro y ex vivo. 

22. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
1 0 inducir vasculogenesis localizada. 

23. Un metodo, segiin la reivindicacion 21, caracterizado porque 
comprende inducir vasculogenesis en tejido normoperfundido, in vivo 
y ex vivo. 

24. Un metodo, segun la reivindicacion 21, caracterizado porque 
15 comprende inducir vasculogenesis en tejido isquemico, in vivo y ex 

vivo. 

25. Un metodo, segun la reivindicacion 21, caracterizado porque 
comprende inducir vasculogenesis en tejido miocardico, in vivo y ex 
vivo. 

20 26. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 

inducir linfangiogenesis in vivo y in vitro y ex vivo. 

27. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
inducir linfangiogenesis localizada. 

28. Un metodo, segiin la reivindicacion 26, caracterizado porque 
25 comprende inducir linfangiogenesis en tejido normoperfundido, in 

vivo y ex vivo. 

29. Un metodo, segiin la reivindicacion 26, caracterizado porque 
comprende inducir linfangiogenesis en tejido isquemico, in vivo y ex 
vivo. 

30 30. Un metodo, segiin la reivindicacion 26, caracterizado porque 

comprende inducir linfangiogenesis en tejido miocardico, in vivo y ex 
vivo. 
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3 1 . Un metodo, segun la reivindicacion 1 , caracterizado porque comprenfe: 
inducir mitosis in vivo, in vitro y ex vivo. Ir% 

32. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprendf/ 
inducir mitosis en celulas eucariotas de un tejido de manera localizadV* 

5 33. Un metodo, segun la reivindicacion 31, caracterizado porqu^ 

comprende inducir mitosis en celulas eucariotas de un tejido 
normoperfundido, in vivo, in vitro y ex vivo. 

34. Un metodo, segun la reivindicacion 31, caracterizado porque 
comprende inducir mitosis en celulas eucariotas de un tejido 

10 isquemico, in vivo, in vitro y ex vivo. 

35. Un metodo, segun la reivindicacion 31, caracterizado porque 
comprende inducir mitosis en celulas eucariotas de un tejido 
miocardico in vivo, in vitro y ex vivo. 

36. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
1 5 inducir la regeneracion tisular. 

37. Un metodo, segun la reivindicacion 31, caracterizado porque 
comprende inducir la regeneracion tisular en territorios 
normoperfimdidos, in vivo, in vitro y ex vivo. 

38. Un metodo, segun la reivindicacion 31, caracterizado porque 
20 comprende inducir la regeneracion tisular en territorios isquemicos, in 

vivo, in vitro y ex vivo. 

39. Un metodo, segun la reivindicacion 31, caracterizado porque 
comprende inducir la regeneracion tisular miocardica, in vivo, in vitro 
y ex vivo. 

25 40. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la 

secuencia de nucleotidos comprende ADN genomico, ADN copia y 
ARN mensajero codificante para el sitio activo del polipeptido de 
secuencia SEQ ID NO. 1. 

41. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la 
30 secuencia de nucleotidos comprende ADN genomico codificante para 

el sitio activo del polipeptido de secuencia SEQ ID NO. 1. 

42. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la 
secuencia de nucleotidos comprende ADN genomico, ADN copia y 
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20 



25 



30 



46. 



47. 



48. 



49. 



50. 



t/A?y folio" 

ARN mensajero codificante para el polipeptido de secuencia SEQ^ /' - 
NO. L 

43. Un metodo, segiin la rei vindication 1, caracterizado porque la v 
secuencia de nucleotidos esta operativamente conectada a un vector. 

44. Un metodo, segiin la revindication 43, caracterizado porque el vector 
comprende un vector viral. 

45. Un metodo, segiin la revindication 44, caracterizado porque el vector 
viral comprende adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus y 
lenti virus. 

Un metodo, segun la reivindicac^on 43, caracterizado porque el vector 
comprende un vector plasmidico. 

Un metodo, segun la revindication 46, caracterizado porque el vector 
plasmidico es pUVEK15. 

Un metodo, segiin la revindication 1, caracterizado porque la 
secuencia de nucleotidos se vehiculiza mediante el uso de un liposoma. 
Un metodo, segun la revindication 46, caracterizado porque el vector 
plasmidico se vehiculiza mediante el uso de un liposoma. 
Un metodo, segiin la revindication 1, caracterizado porque la 
secuencia de nucleotidos esta contenida en una composition 
farmaceutica adecuada. 

51. Un metodo, segiin la revindication 1, caracterizado porque la 
administration de la composition farmaceutica es por via parenteral, 
sublingual, inhalatoria, oral y rectal. 

52. Un metodo, segiin la revindication 51, caracterizado porque la 
administration de la composition farmaceutica por via parenteral 
comprende intravascular, intracelomica, intramuscular, subcutanea, 
intrarraquidea, topica e intracardiaca. 

53. Un metodo, segiin la revindication 52, caracterizado porque la 
administration intravascular comprende la administration endovenosa 
e intrarterial. 

54. Un metodo, segiin la revindication 53, caracterizado porque la 
administration intrarterial comprende la administration intracoronaria, 
intraortica, intrafemoral, intrapoplitea, intrapedia, intratibial posterior, 
intracarotidea e intrarradial. 
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55. Un metodo, segiin la reivindicacion 52, caracterizado porque^Ja^ 
administracion intracelomica comprende la administr; 
intrapericardica, intraperitoneal, intraamniotica e intrapleural 



56. Un metodo, segiin la reivindicacion 52, caracterizado porqite\la 
5 administracion intramuscular comprende la administrac" 

intramiocardica e intramuscular periferica. 

57. Un metodo, segiin la reivindicacion 56, caracterizado porque la 
administracion intramiocardica comprende la administracion 
transepicardica y transendocardica. 

10 58. l^n metodo, segun la reivindicacion 51, caracterizado porque la 

administracion topica comprende la administracion periadventicial, 
perivascular, epicardica, epidermica, transdermica, oftalmica y por 
absorcion mucosa. 

59. Un metodo, segiin la reivindicacion 58, caracterizado porque la 
15 administracion por absorcion mucosa comprende la administracion a 

traves de las mucosas conjuntiva, nasofaringea, bucofaringea, 
laringofaringea, vaginal, colonica, uretral y vesical. 

60. Un metodo, segiin la reivindicacion 59, caracterizado porque la 
administracion por absorcion a traves de la mucosa bucofaringea 

20 comprende la administracion a traves de las mucosas yugal, 

gingivoyugal y gingivolabial. 

61. Un metodo, segiin la reivindicacion 52, caracterizado porque la 
administracion intracardiaca comprende la administracion intraatrial e 
intraventricular. 

25 62. Un metodo, segiin la reivindicacion 61, caracterizado porque la 

administracion intraatrial comprende la administracion intraatrial 
izquierda e intraatrial derecha. 

63. Un metodo, segiin la reivindicacion 61, caracterizado porque la 
administracion intraventricular comprende la administracion 

30 intraventricular izquierda e intraventricular derecha. 

64. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
administrar la composicion farmaceutica en dosis suficientes. 
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65. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque compr^ 
administrar la secuencia de nucleotides por inyeccion intramioc; 
transepicardica bajo visualization directa. 

66. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque compre! 
inyectar la secuencia de nucleotidos perpendicularmente al piano del 
area de inyeccion. 

67. Un metodo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
inyectar la secuencia de nucleotidos homogeneamente en el area de 
inyeccion. 

68. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
administrar el sitio activo del polipeptido codificado por la secuencia 
SEQNO ID. 1. 

69. Un metodo, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende 
administrar el polipeptido codificado por la secuencia SEQ NO ID. 1. 

70. Las composiciones farmaceuticas segiin la reivindicacion 50. 





30 



Metodo para Inducir la Proliferation Neovascular 
y Regeneracion Tisular 




Resumen 

La presente invencion se refiere a un metodo para inducir la proliferacion 
neovascular y regeneracion tisular en mamiferos. El metodo reivindicado se 
caracteriza por administrar a un tejido una secuencia de nucleotidos codificante para 
el sitio activo del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). El metodo 
induce la mitosis celular, la miocardiogenesis y la angiogenesis, arteriogenesis, 
vasculogenesis, linfangiogenesis en tejidos de mamiferos. El metodo utiliza un vector 
plasmidico para el transporte de la secuencia de nucleotidos codificante. La 
administracion se realiza por via intramiocardica. 



31 











0 \ 


o 










□ 


m 



0> 



S 





bio 



00 



93ipUJ 



{(If °2>fc> 



WD 

S3 

© 



S3 

ft 




UIUI / UIUI 




(+) sopjaa ap 0 >j 



